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摘要 目的  考察单硬脂酸甘油酯固体脂质纳米粒≥经 °∞修饰后 

对 细胞摄取 ≥及 细胞吞噬 ≥的影响 ∀方法  采用溶剂扩散法制备 ≥测定其粒径和 电

位 以罗丹明  为荧光标记物 研究 细胞对 ≥的摄取作用和 细胞对 ≥的吞噬作用 ∀

结果  ≥的细胞毒性较低 细胞对 ≥的摄取可快速接近饱和 其摄取百分率与 ≥在细胞外的浓度呈

负相关 ∀结论  ≥经 °∞修饰 可显著抑制 细胞对 ≥的吞噬 但可增加 细胞对 ≥的摄

取 ∀
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  以生理相容性较好的脂质为骨架材料 制备固

体脂质纳米粒≥ 是近年

来继乳剂 !脂质体和微球后 研究十分活跃的靶向给

药系统≈ ∀≥比表面积大 进入体内循环后 易被

单核吞噬系统作为异物吞噬 这种吞噬作用与粒子

的理化性质有关≈ ∀减少纳米粒体内吞噬的主要策

略是采用粒子表面物理修饰或化学键合亲水性分

子 如聚乙二醇°∞ 以增加其表
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面的亲水性 减少表面蛋白吸附≈
延长体内循环时

间 ∀

细胞模型是研究药物吸收的重要技术手段 目

前应用于药物包括载体和给药系统的常用细胞模

型包括 ≤2 2和 细胞等 ∀不同的

细胞模型 一般有不同的适用范围 如 ≤2主要

用于肠吸收研究 主要用于肺部吸收研究 而

和 2则主要用于肿瘤模型细胞的吸收或

摄取研究 ∀本研究的后续目标是探讨单硬脂酸甘油

酯 固 体 脂 质 纳 米 粒    

≥作为肺部给药系统的可行性 因

此选择 细胞作为细胞摄取研究用模型细胞 ∀

巨噬细胞为鼠巨噬细胞的一种 是鼠单核吞

噬系统的重要组成部分 常用于粒子的体内细胞吞

噬研究 并已应用于固体脂质纳米粒≥的相关

吞噬作用研究≈ ∀本研究继续选择 巨噬细

胞作为细胞吞噬研究用模型细胞 并采用溶剂扩散

法制备单硬脂酸甘油酯固体脂质纳米粒≈
考察

≥经 °∞ 修饰前后 对  细胞摄取

≥及 细胞吞噬 ≥的影响 探讨 ≥

作为药物载体的潜在价值 ∀

材料与方法

材料与仪器  单硬脂酸甘油酯上海化学试剂

有限公司 罗丹明 上海试剂三厂 聚乙二醇

上海浦东高南化工厂  ° ∏  胰

蛋白酶×≠ 

≥ ∞°∞≥ ××上海生工生物工程技术有限公

司 超级新生小牛血清杭州四季青生物工程材料

有限公司 ∀其他试剂均为分析纯 ∀

激光粒度仪≥ √ 原

子力显微镜≥°≥∞  高速离心机

 ≥  孔板  ∏

√≥ 荧光分光光度计  ƒ2 

×≤ 酶联免疫检测仪⁄2 国营

华东电子管厂 荧光倒置显微镜⁄ ∀

单硬脂酸甘油酯固体脂质纳米粒的制备  取单

硬脂酸甘油酯  精密称定 置于丙酮  和乙

醇  组成的有机相中 水浴 ε 溶解 ∀以 1 

聚乙烯醇√ °∂  ωΠϖ溶液  

为分散相 置冰浴 ∀在  #机械搅拌下 将

有机相加至分散相中 搅拌  得到 ≥分散液 ∀

用  #
≤溶液调节混合体系 至 1 得到

≥混悬液 ∀混悬液以  #离心  所

得沉淀加适量蒸馏水超声 • 次分散 用 

#
溶液调节 至 1∀

有机相中分别加入罗丹明  约  或Π和

°∞  和   同法制备 沉淀用蒸馏

水洗涤 除去游离的罗丹明 ∀

有机相加入甲氨喋呤¬×÷约 1

用  #
≤溶解 同法制备 沉淀用蒸馏水

洗涤 除去游离药物 ∀

纳米粒的粒径分布及表面电位测定  纳米粒混

悬液加重蒸水稀释 倍 用激光粒度仪测定粒径及

电位 ∀

原子力显微镜ΑΦΜ观察  纳米粒形状及表

面形态的表征仪器为 ≥°型原子力显微镜 

微悬臂长度为   扫描针尖为商用氮化硅针

尖 力常数约为 1 #
成像模式为轻敲模式 ∀

细胞毒性与细胞摄取研究

细胞培养  取人 型肺上皮细胞  在含有

 小牛血清的  °培养液中连续培养 

≤  ε 培养箱 ∀取对数生长期细胞 胰酶消化

后 按细胞数  ≅ 
Π孔接种于 孔板 培养箱内预

培养  ∀

取鼠巨噬细胞  在含有  小牛血清的

 °培养液中培养  ≤  ε 培养箱 ∀

取对数生长期细胞 按细胞数  ≅ 
Π孔接种于 

孔板 培养箱内预培养  ∀

细胞毒性测定  细胞毒性测定采用四唑盐比色

法×× 
≈ ∀预培养  细胞贴壁生长后 

孔培养板分 组 每组 孔分别加入未经 °∞

修饰的 ≥混悬液1 1   和 

Λ#及空白对照 另取一块板如上法加入未经

°∞修饰的载甲氨喋呤的 ≥混悬液  

    和  Λ#及空白对照 培

养  后 每孔加入 ××溶液  Λ孵育  后弃

去上清液 °≥溶液冲洗 次 每孔加入 ⁄≥ 

Λ终止反应 ∀将培养板水平振荡  用酶联检

测仪在  处测定吸收度 按下式计算细胞存活

率 

细胞存活率    Α样品ΠΑ对照 ≅   

其中 Α样品 为加入混悬液后的细胞吸收度 

Α对照为空白对照的细胞吸收度 ∀

荧光强度测定  孔培养板中的 细胞经

预培养贴壁生长后 分别加入含罗丹明 的 ≥

和经 °∞修饰的 ≥混悬液单硬脂酸甘油
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酯质量浓度分别为      Λ#和   

   Λ#
 于孵育     和 

后 用 °≥冲洗细胞 次 胰酶消化 收集细胞 

荧光分光光度法测定细胞悬液荧光强度≈ ∀摄取百

分率按式计算 

摄取百分率    ΦΠΦ ≅   

其中 Φ为不同取样时间测得的细胞悬液荧光强度 

Φ为加至细胞悬液的 ≥初始荧光强度 ∀

孔培养板中的细胞预培养后 分别加

入含罗丹明 的 ≥和经 °∞修饰的 ≥

混悬液单硬脂酸甘油酯质量浓度为  Λ#
 

于孵育     和  后 用 °≥冲洗

细胞 次 收集细胞 荧光分光光度法测定细胞悬液

荧光强度 ∀

孔培养板中的 细胞贴壁生长后 分别

加入含罗丹明  的 ≥和经 °∞ 修饰的

≥混悬液 单硬脂酸甘油酯质量浓度为 

Λ#
 孵育  和  后 用 °≥冲洗细胞

次 荧光倒置显微镜观察并拍照 ∀

结果与讨论

1  纳米粒的粒径与表面电位

用激光粒度仪测得的 ≥粒径见表  ∀不同

°∞量修饰的 ≥其体均粒径分布多数在  

  未见有明显的差异 ∀测定结果表明 ≥

带负电 电位在   ∂左右 体系相对稳定 ∀

在预实验中曾经采用 °∞和 °∞作为修

饰剂 发现制得的纳米粒悬液的多分散系数比较大 

可能与这两种分子量的 °∞在制备过程中的扩散

行为有关 具体原因有待进一步研究 ∀

2  纳米粒的原子力显微镜照片

图 为 ≥的 ƒ 立体图 图中的黄色亮

斑即 ≥颗粒 从图中可观察到颗粒表面比较光

滑 ∀图 为经 °∞修饰的 ≥的 ƒ 立体

图 图中的黄色亮斑即为经 °∞修饰的 ≥

颗粒  °∞   ∀从图中可观察到颗粒表面有

绒毛状突起 表面粗糙度明显增加 ∀这可能与纳米

粒经 °∞修饰后 部分亲水性的 °∞分子

保留在纳米粒表面有关 ∀

3  Α549细胞毒性试验

以 ×× 法测得的 细胞活性结果显示 随

着纳米粒浓度的增加 细胞存活率降低 ∀采用

线性回归法计算得到 ≥的 ≤ 为 1

Λ#
显示出较低的细胞毒性 ∀据报道≈

固体

脂质纳米粒的细胞毒性与脂质基质 !表面修饰剂的

性质和纳米粒的浓度有关 ∀测定结果显示 抗肿瘤

药物甲氨喋呤溶液对  细胞的 ≤为1 ≅




Λ#
而载药纳米粒混悬液的 ≤为 1

Λ#
表明甲氨喋呤被包封入 ≥后 可明显

降低给药系统的细胞毒性 其原因可能与固体脂质

纳米粒转运进入细胞后 水难溶性药物从这种载体

中的缓慢释放有关≈ ∀

Ταβλε 1  Αϖεραγε διαµετερ , ζετα2ποτεντιαλ ανδ πολψδισπερσιτψινδεξ οφ ΜΣΛΝλοαδεδ Ρηοδαµινε Β
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°¬ 2Π ∂
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4  ϑ774Α1巨噬细胞吞噬试验

研究结果显示 ≥可被 巨噬细胞快

速吞噬  吞噬百分率达到 1  此后趋于平

缓 ∀经 °∞修饰的 ≥°∞分别以  

和  修饰单硬脂酸甘油酯    相应的

吞噬百分率只有 1  1 和 1   内吞

噬百分率变化不大 表明 °∞可明显抑制巨噬

细胞对 ≥的吞噬 ∀有报道≈认为 纳米粒经

°∞修饰 可改善纳米粒的亲水性 减少巨噬细胞对

其的识别而避免大量吞噬 ∀

5  Α549细胞摄取荧光照片

≥与经 °∞修饰的 ≥被 细胞

摄取的荧光照片见图  红色斑点即为摄取了含罗

丹明 标记的纳米粒后的 细胞 ∀研究结果显

示 这两种纳米粒被 细胞摄取的速率存在较大

的差异  时 经 °∞修饰的 ≥图 的

色泽明显深于未修饰的 ≥图  表明

°∞ 的修饰能促进  细胞对 ≥摄取 ∀

这一结果正好与巨噬细胞吞噬实验结果相反 ∀对于

相同的 °∞修饰 在 细胞的摄取作用和

巨噬细胞吞噬作用之间可能存在着不同的

机制 ∀

6  Α549细胞摄取试验

图 显示了 °∞修饰对 ≥的 细

胞吞噬作用的影响 ∀于不同的孵育时间 采用 °∞

修饰的纳米粒 其 细胞的摄取量均高于未修饰

的 ≥ Π 1 ∀当  单硬脂酸甘油酯在制

备过程中采用   °∞修饰时 在    

和  其摄取量分别比未用 °∞修饰的

≥增加了 1 1 1 1和 1倍 ∀采

用  或  °∞修饰 ≥也得到了类似

的结果 并显示随着 °∞修饰量的增加

摄取量也随着增加的趋势 ∀有报道≈认为 纳米粒

表面经 °∞修饰 可改善纳米粒的表面特性 增加

与细胞膜作用的亲和力 存在于纳米粒表面上的

°∞ 增加了纳米粒与靶细胞膜双分子层之间

的/相溶性0 促进纳米粒转运进入细胞 ∀实验结果

与本研究的目标相一致 为后续的体内研究奠定了

基础 ∀

≥ ≥°∞

ƒ∏     °∞2 ≥ ≥

    °∞     

  Λ#
 ν    ξ ? σ

 对于不同浓度 ≥含有相同浓度

°∞  的摄取试验结果见图  ∀结果显

示 细胞对 ≥的摄取与纳米粒在孵育介质

中的浓度及孵育时间相关 ∀ 细胞摄取百分率

随着 ≥在孵育介质中浓度的增加而逐渐下降

 Π 1 揭示单位时间内 细胞对于纳米粒

的摄取量存在一个限值 ∀

对于低浓度的 ≥细胞摄取随着孵育

时间的增加而增加 对于较高浓度的 ≥孵育时

间对于 细胞摄取的影响并不显著 ∀总体上看 

细胞对于经 °∞修饰的 ≥的摄取作

用较快  已有大量的 ≥被细胞摄取 其摄

取速率明显高于类似的报道≈ 
提示 ≥可应用

于靶向细胞的药物载体 ∀

 °∞2 ≥°∞2 ≥

ƒ∏   ƒ∏  ∏∏      

∏    
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        τ   υ  

ƒ∏     ≥    

°∞   ν    ξ ? σ

结论

采用溶剂扩散法制得了单硬脂酸甘油酯固体脂

质纳米粒 这种纳米粒的粒度分布均匀 细胞毒性

低 具有较好的生理相容性 ∀以单硬脂酸甘油酯为

主要组成的固体脂质纳米粒 其 细胞的摄取速

度较快 经 °∞修饰 可明显减少巨噬细胞的

吞噬 但可显著增加 细胞的摄取 是一种有前

途的纳米药物载体 ∀
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